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(57) Abstract 

The invention concerns mammal cell lines, in particular 
(220), 350 and 250 (220)/350 as Epstein-Barr virus antigens, 
protein-free medium. 

(57) Zosammenfassung 



cell lines, which express in stable fashion the glycoproteins gp 250 
a method of obtaining these glycoproteins from cells cultivated in a 



Die Erfindung betrifft Saugerzeffinien, insbesondere Harnster-Zellinien, die stabil die Glykoproteine 250 (220), 350 und 250 (220)/350 
als Epstein-Barr- Virus- Antigene exprimieren sowie ein Verfahren zur Gewinnung dieser Glykoproteine aus in proteirifreiem Medium 
kuitivierten Zellen. 
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Saugerzellinien und Verfahren zur Glykoproteingewinnung 

Das Epstein-Barr-Virus ist der Erreger der infektiosen Mononu- 
kleose des Menschen, einer der hSufigsten Inf ektionserkrankungen 
junger Erwachsener. 

Uber 90 % der erwachsenen Bevolkerung hat eine Epstein-Barr-Vi- 
rusinfektion durchgemacht . Diese EBV positiven Personen konnen 
spater Erkrankungen, wie Nasopharynxkarzinome, B-Zell-Lymphome, T- 
Zell-Lymphome, bestimmte Formen des Hodgkin-Lymphomes, und mogli- 
cherweise weitere maligne Erkrankungen entwickeln. Direkt im zeit- 
lichen Zusammenhang mit der Primarinf ektion oder spater werden 
auch chronische Verlauf sf ormen und in seltenen Fallen auch akut 
todliche Falle beschrieben. 

Da bei Kleinkindern die Infektion mit Epstein-Barr-Virus klinisch 
unauffallig verlSuft und da eine Impfung mit rekombinaten Vakzi- 
niaviren, die das Epstein-Barr-Virus-Membranantigen gp 250/350 
(BLLF-1 Leserahmen, Baer et al . , 1984) exprimieren, einen Schutz 
vor Infektion bzw. Erkrankungen zeigen (Gu et al., 1993), ist da- 
von auszugehen, daft eine Impfung gegen Epstein-Barr-Virus -korre- 
lierte Erkrankungen moglich ist. 

Wegen der moglichen Nebenwirkungen von Lebendimpf stof f en ist die 
Entwicklung reiner Proteinvakzinen daher ein wichtiges Ziel . Da 
das Epstein-Barr-Virus-Membranprotein gp 250/350 (BLLF-1) sehr 
stark glykolisiert ist und diese postranslationelle Modifikation 
eine wichtige Komponente der korrekten Immunogenitat ist (Emini et 
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al., 1988), ist die Entwicklung einer Vakzine auf der Basis eines 
in Eukaryotenzellen herstellbaren Glykoproteins auf der Basis des 
gp 250/350 (Leserahmen BLLF-1 des Epstein-Barr-Virus) ein erfolg- 
versprechender Weg. 

Die Erfindung betrifft Saugerzellinien, insbesodnere Hamster- Zel- 
linien, die stabil das Glykoprotein (gp 250 (220)), das Gly- 
koprotein (gp 350) und/oder das Misch-Glykoprotein (gp 250 
(220) /(gp) 350) als Epstein-Barr- Virus -Antigene exprimieren kon- 
nen, insbesondere in einem proteinf reien Medium. Damit wird das 
Risiko einer viralen oder bakteriellen Kontamination durch Me- 
diensupplemente verhindert. Ferner betrifft die Erfindung ein Ver- 
fahren zur Gewinnung der genannten Glykoproteine . 

Hamster-Zellinien, die stabil gp 250 (220), gp 350 und oder gp 250 
(220) /gp 350 als EBV-Antigene exprimieren, sind bekannt; verglei- 
che beispielsweise Motz et al. in Gene, 44 (1986) 353-359 und Vac- 
cines, 87 (1987) 374-379 sowie Gu Shyan et al. in 100 Jahre Blut- 
serum-Therapie 1890-1990, Halle (Saale) , (1991) 93-100. Bisher 
sind jedoch noch keine Hamster-Zellinien bekannt gewprden, mit 
denen sich die genannten Glykoproteine stabil efxprimieren lassen. 
Nach Motz et al. in Vaccines, 87 (1987) 374-379, 376 kann die In- 
tegration der viralen Fremd-Glykoproteine in CHO-Zellmembranen 
uber einem bestimmten Anteil hinaus toxisch sein. 

Gemafi einer Ausfuhrungsf orm der Erfindung wurde nun durch die An- 
wendung einer gezielten genetischen Strategie eine Hamster-Zelli- 
nie zur Verfiigung gestellt, die stabil die genannten Glykoproteine 
hoch exprimiert und sekretiert und dadurch erhaitlich ist, daS man 

die Zellinie mit einem die genannten Glykoproteine exprimie- 
renden Vektor, der jedoch den Membrananker nicht exprimiert, durch 
Transfektion infiziert (Motz et al., 1987), 

wobei der Vektor einen Selektionsmarker umfaSt, der der Zelli- 
nie fehlt, 
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die Zellinie kultiviert und mit Hilfe des Selektionsmarkers 
auf Zellen selektioniert , die nach Weglassen des selektionierenden 
Faktors (Inhibitors) stabil die Glykoproteine exprimieren und se- 
kretieren. 

GemaS einer weiteren Ausfuhrungsform wurde femer durch die Anwen- 
dung eines Verfahrens eine Hamster- Zellinie zur Verfiigung ge- 
stellt, die stabil die genannten Glykoproteine in einem protein- 
freien Medium exprimiert und dadurch erhaltlich ist, daS man 

(A) von einer Hamster-Zellinie (Wirtszellinie) ausgeht, der 
ein Selektionsmarker fehlt, den ein spater gemaS (A) (d) chromoso- 
mal zu integrierender Vektor oder ein gemaS (B) chromosomal inte- 
grierter Vektor aufweist (rekombinante Zellinie) , 

(a) die Zellen in einem serumhaltigen Medium kultiviert und 
dabei am Substrat und aneinander haften laSt, 

(b) wiederholt einen Teil des verbrauchten Mediums aus- 
tauscht, beim Austausch allmahlich den Serumgehalt des Mediums 
herabsetzt und schlieSlich serumfrei kultiviert und dabei 

--- die Adharenz der Zellen nicht aktiv aufhebt und 
... gegebenenfalls Spharoide von Zellen bilden und abldsen 
laSt, die abgelosten Zell-Spahroide abtrennt, in Suspension unter 
schonender Bewegung kultiviert und auf Zellen selektioniert, die 
in kleinen Aggregaten oder einzeln wachsen und 

(c) schlieSlich die selektionierten Zellen den Verfah- 
rensmaSnahmen von Anspruch 1 unterwirft, oder 

(B) dafi man eine Hamster-Zellinie gemaS Anspruch 1 den Ver- 
fahrens schritten (A) (a) bis (A) (b) unterwirft. 

Die Ausgangs zellinie oder die Wirtszellinie lafit man also in einem 
serumhaltigen Kulturmedium wachsen, beispielsweise in MEM alpha" 
bzw. a" + 5 % FCS, da sich diese Zellinie noch nicht in Medien 
transferieren und in Medien kultivieren lafit, die frei von Serum 
sind. Beispiele far solche Kulturmedien sind DIF 1000, RPMI 1640, 
ASF 103 und HDB. 
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Um ein Wachstum in proteinf reiem Kulturmedium zu erreichen, sind 3 
Aspekte anzufiihren. 

1. Man nutzt die Adharenz wahrend der Serumentwdhnung der Kultur 
aus # wobei man beispielsweise in Kulturf laschen arbeitet. Hier- 
durch ergibt sich eine positive Wachstumsstimulierung. Aufierdem 
lassen sich somit altes verbrauchtes Medium und tote Zellen sowie 
Lyseprodukte leicht und sehr schonend (ohne Zentrifugation) ab- 
trennen. 

2. Altes Medium wird wiederholt nur teilweise ausgetauscht , um 
eine gute Selbstkonditionierung des Mediums wahrend der Serumaus- 
dunnung zu garantieren. 

3. Man fuhrt eine Langzeitkultivierung der Zellen unter schonen- 
der Durchmischung durch, beispielsweise in Spinnerf laschen in Sus- 
pensionskultur unter Spharoidbildung. Durch gezielte Selektionie- 
rung auf verringertes Adharenzbestreben lassen sich Zellen isolie- 
ren, die in kleinen Aggregaten (Spharoiden) oder einzeln wachsen. 
Zuerst wird man grofie SphSroide. separieren. Danach wird der Uber- 
stand bei niedrigen g-Zahlen fraktioniert zentrif ugiert und die 
separierten kleinen Spharoide und Einzelzellen fur eine weitere 
Passagierung verwendet. 

Ein Wachstum ist in folgendem proteinf reien Medium unter Anwendung 
der in Anspruch 2 aufgefuhrten Strategie moglich. Das Medium ist 
nachstehend mit SMIF (Scharf enberg' s Modified Iscove's-F12 Medium) 
bezeichnet. Es handelt sich um ein gut angereichertes Medium, be- 
stehend aus einer ungefahren 1:1 Mischung von Iscove' s-Modif izier- 
tes-Dulbecco' s Medium mit Ham' s-F12-NShrl6sung (IF), dem zusatz- 
lich beispielsweise noch Putrescin (zum Beispiel 1,2 Mikromol l" 1 ) 
und L-Hydroxyprolin (zum Beispiel 153 Mikromol l" 1 ) (SMIF1) zuge- 
geben werden konnen. Daruberhinaus sind bei einem Wachstum in Sus- 
pension vorteilhafterweise Chelatoren, wie Aurintricarboxylsaure 
(ATA, zum Beispiel 3 Mikromol l" 1 ) (Bertheussen, 1993), EDTA (zum 
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Beispiel 4/3 Mikromol l" 1 ) und Citronensaure (zum Beispiel 40 Mi- 
kromol l" 1 ) , zur Komplexierung von divalenten Ionen und zur besse- 
ren Verfugbarkeit anorganischen Eisens als Ersatz fur die in se- 
rumfreien Medien iibliche Proteinkomponente Transferrin hinzuzufu- 
gen (SMIF2) . 

GemaS einer speziellen Ausfiihrungsf orm der Erfindung sind Hamster- 
Zellinien dadurch erhaltlich, daS man von einer Chiriese-Hamster- 
Ovary-Zellinie (CHO) , beispielsweise von CHO Kl = ATTC CCL 61, 
Oder von einer Baby-Hamster-Kidney-Zellinie (BHK) , beispielsweise 
BHK 21C13 = ATCC CCL 10, ausgeht . 

Wenn sich erf indungsgemafi Hamster-Zellinien mit Generationszeiten 
im Bereich von beispielsweise 15 bis 40 und insbesondere 20 bis 30 
h zur Verfugung stellen lassen, mit denen die genannten Glykopro- 
teine stabil exprimierbar sind, so ist diese Leistung insofern als 
erfinderisch zu bewerten, dafi es bisher noch nicht gelungen ist, 
Hamster-Zellinien in proteinf reiem Medium ohne gezielte Genmanipu- 
lation (genetic engineering) zu kultivieren. Bisher war man der 
Meinung, daS man Saugerzellinien fur ein Wachstum in proteinf reiem 
Medium zur Expression gewunschter Genprodukte durch Genmanipula- 
tion vorbereiten muS (NSO cell line, Hassel et al . , 1992). 

Fur Selektionsmarker und Inhibitoren kann sich der Fachmann an den 
relevanten Stand der Technik halten. Ein Beispiel fur einen ge- 
eigneten Selektionsmarker ist das Dihydrof olatreduktase-Gen (DHFR- 
Gen) und ein Beispiel fur einen geeigneten Inhibitor ist Methotre- 
xat (MTX) (Motz et al . , 1987). 

Eine spezielle Ausfuhrungsf orm der Erfindung ist schliefclich die 
Hamster-Zellinie CHO pMDIIIGPTR-PFC6 = DSM ACC 2121. 

Gp 250 (220), gp 350 und/oder gp 250 (220) /gp 350 lassen sich er- 
f indungsgemaS dadurch gewinnen, daS man 
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(a) eine erf indungsgemaSe Zellinie kultiviert und die gewunschten 
Glykoproteine exprimieren lafit, 

(b) die Zellen vom Kulturmedium abtrennt, insbesondere durch Mi- 
krof iltration, 

(c) danach den klaren Rohiiberstand durch Ultrafiltration 
aufkonzentriert und aufreinigt, insbesondere durch Querstrom-UF, 

(d) danach mit Hilfe einer Anionenaustauschersaule , 

(e) einer Ultrafiltration und 

(f ) einer Gelf iltration aufreinigt und die anfallenden Fraktionen 
reiner Glykoproteine (gp) gewinnt. 

Nach dem erf indungsgemafien Verfahren lassen sich die Glykoproteine 
nativ und glykosiliert gewinnen. Damit besitzen sie ihr naturli- 
ches antigenes Potential. Der auf diese Weise gewonnene Impfstoff 
hat dement sprechend antigene Eigenschaf ten, die denen der entspre- 
chenden Proteine des aktiven EB-Virus entsprechen. Der gewonnene 
Impfstoff stellt damit eine sichere Vakzine mit einem hohen Poten- 
tial an antigenem Schutz ohne pathogenes Potential dar. Die rekom- 
binante Vakzine ist damit einer inaktivierten oder abgeschwachten 
Vakzine bezuglich der Sicherheit ftberlegen, da weder ein Potential 
zur Reversion abgeschwachter Viren noch das Restrisiko und die To- 
xikologie inaktivierter Viren zu befurchten sind. 

Beispiel 1: Gewinnung von CHO pMDIIIGPTR-PFC6 

Es wurde ein von der Zellinie CHO Kl = ATCC CCL61 abgeleiteter 
Clon, dem das Dihydrofolat-Reduktase-Gen fehlt (dhfr-1) , mit dem 
Plasmid pMDIIIGP gemaS Motz et al . in Gene, 44 (1986) 353-359, 
Motz et al. in Gene, 58, (1987) 149-154 und Vaccines, 87 (1987) 
374-379 transfiziert . Die Zellen wurden kultiviert und mit Hilfe 
von Methotrexat (MTX) auf Klone selektioniert , die auch nach 
Weglassen des Inhibitors stabil gp 250/350 exprimierten . Ein Klon 
mit stabiler Expression von gp 250/350 wurde als CHO C6 be- 
zeichnet . 



WO 94/25599 



- 7 - 



PCT/EP94/01318 



Beispiel 2: Kultivierung von CHO C6 in proteinf reiem Medium 

Man arbeitete unter Standardzellkulturbedingungen. CHO C6 wurde in 
IF-Medium mit einem Gehalt an 5 % fotalem Kalberserum (FCS) auf 1 
bis 2 groSen Kulturf laschen (185 cm 2 , etwa 40 bis 50 ml Volumen; 
Falcon) bis zur absoluten Zellkonf luenz kultiviert, wobei sich 
teilweise bereits Multilayers ausbildeten. Die anschliefiende Aus- 
dunnung von FCS erfolgte stufenweise iiber einen FCS-Anteil von 1, 
0,2, 0,04 und 0,008 %, indem immer 4/5 des alten Mediums unter 
EinschluS lebender und toter freier Zellen sowie Lyseprodukten 
durch frisches, vorgewarmtes SMIF1 ersetzt wurden. Sofern die Kul- 
tur bereits bei geringen FCS-Gehalten freie Spharoide bildete, 
konnten sich diese vor der Mediumentnahme absetzen. Der Zeitpunkt 
des Austausches wurde durch die Vitalitat und den Zustand der Kul- 
tur bedingt und wurde von Fall zu Fall festgelegt, spatestens 
dann, wenn der Kulturuber stand zu geringe Mengen an Nahrstoffen 
enthielt. Ein guter Richtwert fur einen Wechsel ist ein Glucose- 
Gehalt von etwa 0,7 bis 1 g/1. Spatestens wurde nach einer Woche 
zu einem geringeren Teil ausgetauscht , urn zerfallene Nahrsubstan- 
zen zu erganzen. 

Wenn das Medium mit einem Gehalt von 0,008 % FCS erschopft war, 
wurde das gesamte Medium durch frisches proteinf reies vorgewarmtes 
SMIF1 ersetzt und weiter in den Kulturf laschen kultiviert. Falls 
sich unter diesen Bedingungen bereits genugend Spharoide bildeten 
und ablosten, wurden diese Spharoide in eine kleine Spinner-Kul- 
turflasche (40 ml minimales Volumen) transferiert und in 40 ml 
SMIF1 (1/4 altes konditioniertes plus 3/4 frisches Medium) bei 
etwa 40 U/min kultiviert. Falls sich die Zelleri nicht ablosten, 
muSte der Zellrasen enzymatisch vom Substrat isoliert werden, wie 
er fur das Passagieren adharenter Zellen normal ist. Die in diesem 
Zustand sehr leicht verklumpenden Zellen wurden nach Ablosen zwei- 
mal durch SMIF1 Medium von Protease f reigewaschen, bevor die Zel- 
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len ebenfalls in einen kleinen Spinnerf lasche transferiert werden 
konnten. 

Die Zellen wurden in der Spinnerf lasche solange kultiviert, bis 
Generationszeiten von weniger als 40 h erhalten wurden und die 
Kultur in kleinen Spharoiden wuchs. Die Passagierung erfolgte bei 
einem Richtwert von etwa 0,5 bis 1 g Rest-Glucose/1 im Medium. Es 
wurden gezielt kleine Spharoide und einzelne Zellen passagiert . 
Hierfiir lieS man die Zellkultursuspension kurze Zeit ungeruhrt 
stehen, so daS sich grofie Spharoide absetzen konnten, wonach man 
den Uberstand (100 g) zentrifugierte . Die Zellen im Pellet wurden 
dann in die nachste Passage uberfuhrt. Das Kulturmedium wurde 
konditioniert, indem man 20 bis 30 Vol.-% Medium der vorherigen 
Passage addierte, welches zuvor von toten Zellen und Zellbruch- 
stucken mittels Filtration oder Zentrifugation befreit worden war. 

Fur zwei Adapt ionsversuche dauerte der gesamte Vorgang jeweils 
langer als zwei Monate. 

Beispiel 3: Aufarbeitung und Aufreinigung der rekombinanten Pro- 
teine aus Kulturuberstanden 

I. Querstrom-Ultraf iltration mit anschliefiender Umpufferung 

Hierfur wurden die mikrof iltrierten Ernten von Fermentationen in 
proteinfrien SMIF1 oder SMIF2 verwendet, und zwar aus kontinuier- 
lich perfundierter Kultur bis zum 2-1-MaSstab oder aus satzweiser 
Kultur im 10-1-Airlif t-Fermenter . Zur Filtration wurden Filterkas- 
setten einer nominalen Ausschlufigrenze (Cut off) von 100 kD (Mil- 
lipore oder Filtron) eingesetzt. Richtwerte wahrend der Querstrom- 
Ultraf iltration bei relativ freier Wahl waren: 
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Transmembrandruck nicht uber ca. 1 bar; 

etwa 1/3 des im Kreislauf befindlichen zu f iltrierenden Roh- 
liberstandes wurde vom Volumenstrom als Filtrat abgetrennt; das 
entsprach bei einer Filterkassette und einer Ansaugleistung von 
beispielsweise 8 1/min etwa 2-3 1 Filtratbildung; 

wahrend des Puf f eraustausches wurden geringere Pumpleistungen 
angewandt . 

Im allgemeinen wurden die folgenden Stufen vorgesehen, wobei auf 
die beiden ersten Schritte verzichtet werden konnte, die aller- 
dings die Ausbeute erhohen konnen. 

1. Man bestimmte das Erntegesamtvolumen und erzeugte etwa 15 
Vol.-% Filtrat (bezogen auf die Volumenstrome unter normalen Fil- 
trationsbedingungen) , urn die Membran zu konditionieren, d. h. eine 
konstante effektive FiltrationsausschluSgrenze durch Belegung so- 
wie Polarisierung der Membran einzustellen. 

2. Dieses erste Filtrat wurde zum Retentat ruckgefuhrt. 

3. Die eigentliche Querstrom-Ultraf iltration wurde durchgef uhrt , 
bis das Retentat auf etwa l/50-tel des Ausgangsvolumens reduziert 
war. Es ist jedoch eine noch st&rkere Auf konzentrierung mdglich, 
und dies insbesondere durch die Verwendung proteinf reien Mediums. 

4. Pufferwechsel und WaschprozeS des PrimSr-Retentats erfolgten, 
nachdem das Endvolumen erreicht war. Dazu wurde drei- bis viermal 
das Retentat auf das doppelte Volumen (unter EinschluS des Totvo- 
lumens des Pumpen- und UF-Systems) mit Phosphatpuf f er (20 mM von 
pH 7) aufgefullt und jeweils wieder auf das minimale Retentatvolu- 
men auf konzentriert und fur die weitere Aufarbeitung vorgesehen. 
Dieser Schritt erfolgte zur Entfernung niederfnolekularer Fremdpro- 
teine und zur Reduzierung der Ionenstarke fur den folgenden Auf- 
reinigungsschritt . 
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II. Aufreinigung mit einer Anionenaustauschers&ule 
Es wurde die folgende Ausstattung gewahlt. 

Saulenmaterial : Q-Sepharose High Performance (ein BioProcess-Ma- 
terial von Pharmacia) 

Puf f ersystem: Puffer A: 20 mM Phosphatpuffer (pH 5,1) 

Puffer B: 20 mM Phosphatpuffer (pH 5,1) mit 1 M NaCl 

MaSstab: beispielsweise kleiner MaSstab mit FPLC-Anlage und Saule 
HR 5/5 mit 1 ml Bettvolumen (Pharmacia) ; Scale-up moglich. 

DurchfluS: konstant 5,1 cm/min entsprechend 1 ml/min bei HR 5/5 

Das Ultrafiltrations-Retentat wurde mit MiliQ-ProzeSwasser auf 
eine Leitf Shigkeit von weniger als 3 mS verdiinnt und mit HC1 auf 
einen pH-Wert von 5,1 eingestellt (beispielsweise zuerst auf pH 
4,2, urn einen groSeren Anteil Fremdproteine zu fallen und dann zu- 
ruck auf pH 5,1) . Die entstehende Trubung wurde durch Zentrifugie- 
ren ausgefallt. Danach wurde der klare Uberstand uber eine FPLC- 
Pumpe unter Zudosierung eines 5-proz. Anteils von Puffer B auf die 
Saule aufgetragen, urn erstes Fremdprotein zu eluieren. Die maxi- 
male Beladung betrug etwa 8 mg Gesamtprotein/ml Gel. Nach dem Auf- 
trag wurde das Protein durch einen Gradienten bis 0,4 M NaCl elu- 
iert (Anstieg uber 22 Saulenvolumina) . 

Das gewiinschte gp 250/350 Protein eluierte zwischen 0,15 und 0,35 
M NaCl-Anteil, wobei die genaue Auswahl der weiter auf zureinigen- 
den Fraktionen nach Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) ent- 
schieden wurde. Ein Proteinauf trag sowie eine Auftrennung liefc 
sich auch ohne Zudosierung von Puffer B und auch bei anderen pH- 
Werten (z.B. pH 7) erreichen. Der niedrige pH-Wert sowie die Zudo- 
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sierung von Puffer B wahrend des Auftrages erhohen bei der Chroma- 
tographie die Leistungsf Shigkeit in Bezug auf die gp Proteine. 

Sofern Phosphatpuf f er verwendet wurde, konnte auf einen Umpuffe- 
rungsschritt vor den folgenden Auf arbeitungsschritten verzichtet 
werden. Jedoch sind auch andere Puf f ersysteme, wie beispielsweise 
Citratpuf f er, mdglich. 

III. Ultrafiltration 

Die ausgewahlten und vereinigten Proteinfraktionen von Schritt II 
wurden durch Ultrafiltration vor dem Auftrag auf eine Gelfiltrati- 
onss§ule urn einen Faktor von etwa 10 bis 20 auf konzentriert . Die 
Proteinendkonzentrationen lagen beispielsweise im Bereich von 1 
bis 2 mg/ml. Fur die Ultrafiltration wurden Minicon CS15-Kammern 
(Amicon) verwendet. (Bei groSeren Ldsungsvolumina ist an entspre- 
chend grofiere Filtrationsgerate mit groSerer KapazitSt zu denken, 
beispielsweise an Ruhrzellen oder Querstrom-Ultraf iltrationsmo- 
dule.) 

IV. Reinigung durch Gelf iltration 

Saulenmaterial : Fertigsaulen HR 10/30 mit Superose 6 (Pharmacia); 
fur ein Scale up wurde Sephacryl S-300 High Resolution und 
Sephacryl S-400 High Resolution in einer XK 26/100 Saule (Pharma- 
cia) verwendet. 

Puffersystem: Isokratisch 100 bzw. 200 mM NaCl in einem 20 mM 
Phosphatpuf fer (pH 7) . 

DurchfluS: beispielsweise 2-2,5 mm/min 
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Nach der Aquilibrierung der Saule wurden beispielsweise 10 g Pro 
tein pro ml Gelbett aufgetragen, die zuvor auf konzentriert (CS15) 
und durch Zentrifugieren von Trubstoffen befreit worden war. Man 
eluierte bei einem Flufi von etwa 2,5 mm/min und trennte auf. Ver- 
einigt wurden die Elutionsf raktionen, die nach PAGE und Silberfar 
bung gp 250 und oder gp 350 ohne sichtbare Verunreinigungen 
enthielten . 

Reines gp 250/350 ist in gesammelten gp-Fraktionen der Gelfiltra- 
tion eingefroren bei etwa -20 °C stabil lagerbar. Insgesamt wur- 
den durch den Auf reinigungsprozeS etwa 25-40 % des Rohproduktes 
rein gewonnen. 

Vergleichsbeispiel 1 

Es wurde Beispiel 2 mit der Ausnahme wiederholt, daS man in der 
Serumentw6hnungsphase keine Zellkonf luenz zuliefi und die FCS-Aus- 
dunnung bei aufgehobener Zell-Adharenz vornahm. Bei diesem Vorge- 
hen konnten keine in proteinf reiem Medium kultivierbaren Zellen 
erhalten werden. 
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Patentanspriiche 

1. Saugerzellinie, die stabil das Glykoprotein (gp) 250 (220), 
das Glykoprotein (gp) 3 50 und/oder das Misch-Glykoprotein (gp) 250 
(220) /(gp) 350 als Epstein-Barr-Virus-Antigene exprimiert und da- 
durch erhSltlich ist, daE man 

die Zellinie mit einem die genannten Glykoproteine 
(gp) exprimierenden Vektor durch Transfektion infiziert, 

wobei der Vektor einen Selektionsmarker umfafit, der 
der Zellinie fehlt, 

die Zellinie kultiviert und rait Hilfe des Selek- 
tionsmarkers auf Zellen selektioniert , die nach Weglassen des se- 
lektierenden Faktors (Inhibitors) stabil die Glykoproteine ex- 
primieren. 

2. Saugerzellinie, die stabil das Glykoprotein (gp) 250 (220), 
das Glykoprotein (gp) 350 und/oder das Misch-Glykoprotein (gp) 250 
(220) /(gp) 350 als Epstein-Barr-Virus-Antigene in einem pro- 
teinfreien Medium exprimiert und dadurch erhaltlich ist, daS man 

(A) von einer Hamster-Zellinie ausgeht, der ein Se- 
lektionsmarker fehlt, den ein spater gemaS (A) (d) chromosomal zu 
integrierender Vektor Oder ein gemaS (B) chromosomal integrierter 
Vektor aufweist, 

(a) die Zellen in einem serumhaltigen Medium kultiviert 
und dabei am Substrat und aneinander haften laSt, 

(b) wiederholt einen Teil des verbrauchten Mediums aus- 
tauscht, beim Austausch allmahlich den Serumgehalt des Mediums 
herabsetzt und schlieElich serumfrei kultiviert und dabei 

die Adharenz der Zellen nicht aktiv aufhebt und 
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gegebenenfalls Spharoide von Zellen bilden und 

ablosen laEt, die abgelosten Zell- Spharoide abtrennt, in Suspen- 
sion unter schonender Bewegung kultiviert und auf Zellen selek- 
tioniert, die in kleinen Aggregaten oder einzeln wachsen und 

(c) schliefilich die selektionierten Zellen den Ver- 
fahrensmafinahmen von Anspruch 1 unterwirft oder 

(B) daS man eine Saugerzellinie gemaS Anspruch 1 den 
Verfahrensschritten (A) (a) bis (A) (b) unterwirft. 

3. Saugerzellinie nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , 
daS man als Saugerzellinie eine Hamsterzellinie, insbesondere eine 
Chinese-Hamster-Ovary-Zellinie (CHO) , beispielsweise CHO Kl = ATCC 
CCL61, oder eine Baby-Hamster-Kidney-Zellinie (BHK) , beispielswei- 
se BHK 21 C13 « ATCC CCL10, verwendet . 

4. Hamster-Zellinie nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet f °daS man als Selektionsmarker das Dihy- 
drofolat-Reduktase-Gen (DHFR-Gen) und als Inhibitor Methotrexat 
(MTX) verwendet. 

5. Hamster-Zellinie CH0-K1 pMDIIIGPTR-PFC6 = DSM ACC 2121. 

6. Verfahren zur Gewinnung des Glykoproteins (gp) 250 (220), des 
Glykoproteins (gp) 350 und/oder des Mischproteins (gp) 250 

(220) /(gp) 250, dadurch gekennzeichnet, daS man 

(a) eine Zellinie gemafi einem der Anspruche 1 bis 5 kul- 
tiviert und die gewiinschten Glykoproteine exprimieren und ins Me- 
dium sekretieren la£t, 

(b) die Zellen vom Kulturmedium abtrennt, insbesondere 
durch Mikrof iltration, 

(c) danach durch Querstrom-Ultraf iltration auf- 
konzentriert und aufreinigt, 
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(d) danach mit Hilfe einer Anionenaustauschersaule, 

(e) einer Ultrafiltration und 

(f) einer Gelf iltration aufreinigt und die anfallenden 
reinen Glykoproteinf raktionen (gp) gewinnt. 
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